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 Gliomas representam o tipo de tumor cerebral primário de maior malignidade. 
Entre as alterações que conferem competência tumoral ao glioma, está o aumento 
na expressão do canal de potássio hEag1. Na última década, a interferência de RNA 
(RNAi) tem se destacado como técnica para estudo da função de genes em 
mamíferos, via silenciamento gênico pós-transcricional. Neste sentido, a técnica de 
RNAi foi utilizada no atual estudo para silenciar o gene Eag1 em células de glioma.  
Na primeira etapa deste projeto, foram identificados alvos para RNAi na região 
codante do gene hEag1 (NM_172362.2), via algoritmo baseado em redes neurais 
artificiais. Foram identificados 25 alvos de RNAi, com escores variando de 0,82 a 
0,87, e selecionados para o atual estudo os dois alvos com maiores escores. Foi 
realizada síntese química de siRNAs para estes alvos situados nos exons 2 e 8, daí 
a denominação e2_hEag1 e e8_hEag1. Também foram sintetizados o siRNA 
controle positivo descrito anteriormente Kv10.1-3 e o controle negativo scramble 
(Qiagen). Foi inicialmente determinado o ponto temporal (4h, 8h, ou 48h) e a 
concentração (18,75 nM, 37,5 nM ou 75,0 nM) de maior silenciamento de hEag1, 
utilizando-se os siRNAs controles transfectados em lipossomas catiônicos. O maior 
silenciamento foi observado no tempo de 8h pós-transfecção, na menor dosagem 
testada, 18,75 nM. Nesta condição experimental, foi testado o grau de silenciamento 
de Eag1 causado pelos dois novos siRNAs, em comparação com o controle positivo 
Kv10.1-3. Ambos siRNAs desenhados no atual estudo - e2_hEag1 e e8_hEag1 - 
foram mais efetivos que o controle positivo Kv10.1-3, reduzindo assim o conteúdo 
relativo de hEag1 em 0,46 vezes e 0,52 vezes, respectivamente, em relação ao valor 
obtido no controle negativo scramble (p < 0,05). Na última etapa deste estudo, foi 
avaliado se vetores de expressão de short hairpins RNAs (shRNA) direcionados ao 
alvo 5´ – GTCCACTTGGTCCATGTCCAG – 3´ do controle positivo Kv10.1-3 
(pKv10.1-3hum_LI), causariam alteração de fenótipo celular, ou seja, redução da 
viabilidade dos gliomas. O efeito destes vetores de expressão (pKv10.1-3hum_LI ou 
pScramble, dose de 0,2 µg) sobre a viabilidade de gliomas, em uso isolado ou em 
combinação com interferon gama  (IFN-γ, 25 ng/mL),  foi testado pelo ensaio de 
MTT. A redução de viabilidade obtida com a combinação do vetor pKv10.1-3hum_LI 
e IFN-γ (40,4%) foi superior àquela obtida com o uso isolado de ambos, 16,0% e 
11,4%, nesta ordem (p < 0,05). Este efeito sinérgico não foi observado com o vetor 
controle negativo pScramble, o que indica tratar-se de efeito sequência-específico, 
ou seja, dependente da sequência do shRNA expresso pelo vetor pKv10.1-3hum_LI.  
Em síntese, o presente estudo mostra que é possível silenciar a expressão de 
hEag1 de gliomas via siRNAs sintéticos.  Além disto, revela a importância de hEag1 
para a viabilidade celular do glioma, principalmente durante a injúria por IFN-γ. No 
sentido tecnológico, o atual estudo apresenta um protocolo inovador com potencial 
uso na terapêutica de gliomas, baseado na associação de RNAi sobre hEag1 com o 
agente imunomodulador IFN-γ.    
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 Glioma is the most common type of primary malignant brain tumor. The 
disease presents poor clinical outcome and the treatment is essentially palliative. 
Among the genetic changes that confer capability to tumor cells is the hEag1 gene 
overexpression. RNA interference (RNAi) has rapidly advanced into a practical 
technique for mammalian gene function studies, through post-transcriptional genetic 
silencing. The technique was used in the present study to silence hEag1 gene in 
glioma cells in culture. We first identified RNAi targets in the coding region of hEag1 
(NM_172362.2) by using algorithms based on artificial neural networks. Twenty-five 
hEag1 RNAi targets were found, with scores ranging from 0.82 to 0.87; the two 
highest rated were selected. They were chemically synthesized as short interfering 
RNAs (siRNAs), and designated e2_hEag1 and e8_hEag1, according to the targeted 
exon. Positive and negative siRNA controls were the previously published Kv10.1-3, 
and the scramble All Star (Qiagen), respectively. We first determined the time-point 
(4h, 8h, or 48h) and siRNA concentration (18.75 nM, 37.5 nM, or 75.0 nM) that 
provide the highest silencing effect, by using RT-qPCR. The best hEag1 knock-down 
occurred at 8h post-transfection with 18.75 nM siRNA concentration. We used this 
experimental condition to compare the two new siRNAs - e2_hEag1 and e8_hEag1 
– with the positive control Kv10.1-3. Both siRNAs in test produced higher silencing 
effects compared to Kv10.1-3 (p < 0.05). The mRNA fold decrease varied from 0.46 
to 0.52, according to each transfected siRNA e2_hEag1 or e8_hEag1, respectively. 
Finally, we evaluated whether an expressed short hairpin RNA (shRNA) to the same 
hEag1 Kv10.1-3 target sequence (5´- GTCCACTTGGTCCATGTCCAG – 3´) would 
decrease the glioma cell viability. The expression vectors (pKv10.1-3hum_LI or a 
scramble control one – pScramble, dose 0.2 µg) were transfected into glioma cells, 
with or without interferon gamma concurrent treatment (IFN-γ, 25 ng/mL). The cell 
viability was determined by MTT assay. The association of the vector pKv10.1-
3hum_LI and IFN-γ decreased the glioma cell viability to 40.4%, which surpassed the 
results obtained from their isolate use, 16.0% and 11.4%, respectively (p<0.05). As 
pScramble showed no synergism with IFN-γ, we consider the pKv10.1-3hum_LI 
effects were sequence-specific. In conclusion, this study showed the ability of two 
unpublished siRNAs to knock-down hEag1. Our results are in agreement with 
previous data that established a role for Eag1 in the tumor cell viability. This role 
seems to be even more important during IFN-γ injury. Regarding to biotechnology, 
this study presents an innovative treatment able to reduce the glioma cell viability, 
based on the association of shRNA expression vector to hEag1 and the 
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Os canais iônicos de membrana constituem numeroso grupo de proteínas que 
exercem papéis importantes em processos fisiológicos e patológicos [1]. Neste 
grupo encontra-se a família dos canais de potássio dependentes de voltagem (Kv), 
objeto do presente estudo. Os canais de potássio estão envolvidos na geração do 
potencial de ação, na sinapse de células excitáveis e contribuem para o 
estabelecimento do potencial de repouso da membrana, seja em células excitáveis 
ou não [2,3]. Há muito se sabe que canais iônicos têm participação ativa no 
processo de proliferação celular [4]. Quanto ao câncer, há evidências de que canais 
de potássio dependentes de voltagem são excessivamente expressos em vários 
tipos de neoplasias e, portanto, podem desempenhar um papel importante no 
desenvolvimento tumoral [4,5].  
O primeiro canal de potássio implicado na oncogênese foi o ether-à-go-
go1(Eag1, KCNH1 ou Kv 10.1) [1], codificado pelo gene KCNH1 [3]. Este canal de 
potássio Eag1 foi inicialmente identificado em Drosophila melanogaster [6] e é o 
primeiro membro descrito da família Eag [7]. O canal Eag1, em humanos, é expresso 
de forma restrita nas células excitáveis do tecido nervoso e, de forma discreta, em 
tecidos periféricos [4,8,9]. O padrão de expressão dos canais Eag1 varia ao longo do 
ciclo celular [10] e sua superexpressão confere à célula atipia característica de 
neoplasia [7,11], com mudanças na atividade e/ou na expressão que podem levar a 
uma alteração no transporte de íons através da membrana [4]. 
A presença de canais Eag1 vem sendo observada em neoplasias humanas 
de diversas origens, incluindo câncer de mama [12], cólon, próstata [4,8], carcinoma 
cervical, neuroblastoma e melanoma [8,9,13]. Na carcinogênese, o Eag1 
potencializa a proliferação celular e é necessário para a manutenção da vida da 
célula. Portanto, é potencial alvo para agentes terapêuticos e pode servir, também, 
como um marcador para diagnóstico e prognóstico [3,4,5,9]. 
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Muitos estudos acerca da função oncogênica do Eag1 têm sido feitos para 
elucidar a sua participação na proliferação celular [1,3,4]. Este conhecimento 
permitiria desenvolver terapias voltadas para inibição da atividade do Eag1, 
diminuindo, assim, o potencial proliferativo de células neoplásicas. Alguns fármacos 
que modulam canais de potássio são capazes de inibir a atividade do Eag1 [5,9], 
contudo a ação bloqueadora é inespecífica. A inibição com anticorpos monoclonais é 
mais seletiva, porém menos eficaz [1,3]. Desta forma, a falta de bloqueadores 
seletivos e eficazes na terapia anti-Eag1 leva à demanda para o desenvolvimento de 
novas estratégias de inibição, como a tecnologia da interferência de RNA (RNAi). 
Atualmente, é possível encontrar na literatura diversos trabalhos que 
relacionam o canal Eag1 a tumores malignos [1,8,9,12] e ainda estudos sobre 
terapia gênica via RNAi para neoplasias [14,15,16], porém nenhum menciona o uso 
desta técnica para inibição deste alvo em gliomas, intuito da atual pesquisa. 
 
 
1.2 INTERFERÊNCIA DE RNA COMO MÉTODO DE TERAPIA GÊNICA 
 
 
O primeiro protocolo clínico de terapia gênica em humanos foi realizado nos 
Estados Unidos, no início da década de 1990 [14,15].
 
Esta terapia baseia-se na 
transferência de ácidos nucléicos para células somáticas, com o objetivo de corrigir 
desordens genéticas [15,16]. Desde 1989, mais de 900 testes clínicos com uso da 
terapia gênica já foram aprovados em todo o mundo e cerca de 70% foram 
realizados na terapia do câncer [15]. Os principais alvos para a terapia do câncer 
são os conhecidos oncogenes e genes que possam estar envolvidos com a 
angiogênese, metástase, mecanismo antiapoptótico, ou seja, aqueles cuja 
superexpressão resulte em proteínas funcionalmente relevantes para o 
desenvolvimento do tumor. A escolha do alvo deve considerar também que o 
produto gênico seja expresso em níveis insignificantes em tecido normal, para evitar 
efeitos colaterais [17]. O sucesso parcial desses protocolos tem causado grande 
excitação na comunidade científica, levando ao desenvolvimento de pesquisas e 
inventos biotecnológicos para uso da terapia gênica. O sequenciamento do genoma 
humano, finalizado no início do século XXI, aliado à bioinformática, ampliou a visão 
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de que várias doenças humanas estavam relacionadas a defeitos em genes 
específicos. Assim, a possibilidade de modificar padrões de expressão gênica em 
um indivíduo, por meio da terapêutica baseada em ácidos nucleicos, surgiu como 
possibilidade de tratamento para diversos problemas de saúde [14,16]. 
Um estudo in vivo feito em camundongos adultos mostrou que células de 
mamíferos regulam a expressão de seus genes por meio de RNAi – um conceito de 
silenciamento gênico em nível pós-transcricional introduzido na década de 1990, 
após estudos realizados em plantas, fungos e ciliado [16,18,19]. O mecanismo de 
RNAi foi primeiramente descrito no nematódeo Caenorhabditis elegans [18] e 
consiste, basicamente, na degradação parcial ou total de um RNA mensageiro 
(RNAm), evitando que seja traduzido em proteína. Este mecanismo endógeno de 
interferência de RNA, que regula a expressão de um gene in vivo está amplamente 
descrito e revisado na literatura [18,21,22]. Brevemente, o mecanismo inicia com a 
expressão de RNA interferente em fita, que é clivado no citoplasma em fragmentos 
de 21-23 nucleotídeos pela enzima Dicer. Tais fragmentos são conhecidos como 
short interfering RNA (siRNA), também constituídos de duas fitas. A primeira fita 
(sense) contém sequência de nucleotídeos similar à sequência alvo do RNAm, 
enquanto a segunda fita (antisense) possui sequência nucleotídica parcialmente 
complementar a esta mesma sequência alvo. Estes siRNAs associam-se a proteínas 
citoplasmáticas, formando um complexo denominado RNA Interference Specificity 
Complex ou RISC. Uma enzima presente no complexo protéico RISC abre a fita 
dupla do siRNA, libera a fita sense e acopla-se apenas à fita antisense, cujo o papel 
é guiar todo o complexo até o RNAm. A fita antisense anela-se à sequência alvo 
complementar no RNAm e o mecanismo de degradação é ativado, ocorrendo, 
assim, o silenciamento pós-transcricional da expressão gênica [23,24]. 
1.2.1 Mecanismo de interferência de RNA mediado por short interfering 
RNA (siRNA) sintéticos 
 
 
Experimentalmente, uma forma de mimetizar o processo biológico de RNAi 
descrito anteriormente é a partir da síntese de curtas moléculas de RNA fita dupla, 
conhecidas como siRNAs sintéticos [21,23,24]. Nestas estruturas sintéticas, a fita 
antisense possui sequência nucleotídica totalmente complementar à sequência alvo 
do RNAm. O uso de siRNAs sintéticos, que agem como silenciadores gênicos por 
meio de mecanismos de interferência de RNA destacou-se como nova abordagem 
terapêutica, [14,20]. A indução do mecanismo de RNAi mediado por siRNAs 
sintéticos é ilustrado na Figura 1A. 
A interferência de RNA revelou-se uma técnica útil na pesquisa biomédica em 
estudos de genômica funcional. No sentido biotecnológico, siRNAs sintéticos são 
potenciais agentes terapêuticos para diferentes doenças, como HIV, hepatite viral, 
doenças metabólicas, neurodegenerativas, cardiovasculares e câncer [17,25]. A 
versatilidade da técnica se deve à possibilidade de definir diferentes objetivos 




1.2.2 Vetores de expressão de short hairpin RNA (shRNA) 
 
 
Outra forma de induzir o mecanismo de RNAi, é introduzir na célula vetores 
de expressão, vírus ou DNA plasmidial, que se incorporam ao núcleo celular. Uma 
vez no núcleo, o vetor de expressão tem a sequência de interesse transcrita 
naturalmente pela maquinaria celular. Os transcritos são sequências de RNA fita 
dupla na forma de grampos daí a denominação de short hairpin RNA (shRNA). O 
shRNA é levado ao citoplasma, onde sofre um processo de clivagem pela enzima 
Dicer, gerando curtos fragmentos de RNA fita dupla. Estes curtos fragmentos de 
RNA gerados são também siRNAs, formados por duas fitas de nucleotídeos 
complementares (fitas sense e antisense). Os siRNAs, então, associam-se ao 
mesmo grupo de proteínas citoplasmáticas para formar o complexo RISC, que após 
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liberar a fita sense, é guiado até o RNAm pela fita antisense, induzindo o processo 




Figura 1- Mecanismo de interferência de RNA. A) Ilustração do mecanismo de interferência 
de RNA (RNAi) mediada por short interfering RNA (siRNA) sintéticos. Moléculas curtas de 
RNA fita dupla, também denominados siRNAs sintéticos, são transfectadas na célula. Uma 
vez no citoplasma, os siRNAs sintéticos associam-se a proteínas celulares, formando o 
complexo RISC. O complexo RISC separa as duas fitas, acoplando-se apenas à fita 
antisense que anela-se à sequência alvo no RNAm. O RNAm é então degradado, 
finalizando o mecanismo de interferência. B) RNAi mediada por vetores de expressão de 
short harpin RNA (shRNA). Vetores de expressão são transfectados na célula. Uma vez no 
núcleo, os shRNAs plasmidiais são transcritos e exportados para o citoplasma, onde sofrem 
clivagem pela enzima Dicer. Os fragmentos gerados na clivagem, os siRNAs, associam-se a 
proteínas celulares, formando o complexo RISC, o qual degrada o RNAm alvo (adaptada da 





Concluindo, siRNAs são estruturas genéticas capazes de interferir na 
expressão de genes específicos. A possibilidade de induzir este mecanismo in vitro 
e in vivo fez com que a metodologia do RNAi se tornasse, atualmente, uma 
ferramenta promissora no tratamento de doenças. Dentro deste contexto, avalia-se 
que a técnica de RNAi seja uma terapia em potencial para lidar com a malignidade 
dos gliomas, a partir da inativação de proteínas essenciais para a sobrevivência e 
proliferação do tumor, como por exemplo os canais de potássio dependentes de 
voltagem, que vem sendo relacionados com a geração, progressão e metástase de 
tumores, incluindo os gliomas [26,27]. 
 
 
1.3 GLIOMAS – TUMORES DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL 
 
 
Gliomas são tumores que se desenvolvem a partir de células da glia, tais 
como astrócitos, oligodendrócitos e ependimócitos [28]. A maioria dos gliomas ainda 
não tem sua etiologia determinada, embora alguns sejam associados com mutações 
somáticas adquiridas e com algumas síndromes hereditárias [26,27]. 
A classificação dos gliomas segue a escala de malignidade das neoplasias do 
sistema nervoso estabelecida pela Organização Mundial da Saúde (OMS). De 
acordo com a OMS, os tumores variam do grau I ao IV. As neoplasias de grau I 
possuem baixo potencial proliferativo e possibilidade de cura após a remoção 
cirúrgica do tumor; as de grau II são geralmente mais invasivas e, apesar da baixa 
capacidade de proliferação, podem ocorrer recidivas. Os tumores de grau III tendem 
a progredir para o grau IV, o mais elevado na escala de malignidade. A designação 
de grau IV reflete grandes alterações na morfologia celular, na atividade mitótica, na 
vascularização e necrose, acompanhadas por evolução contínua no quadro da 
doença, resultando em óbito [27,29]. 
Dentre as neoplasias classificadas como gliomas, o grupo dos astrocitomas é 
o que abrange tumores de vários graus de malignidade. Faz parte deste grupo o 
glioblastoma (GBM), o tipo de glioma mais agressivo e frequente [26,27,29,30], que 
foi escolhido como modelo celular na presente pesquisa. 
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O glioma é o tipo mais comum dentre os tumores malignos do sistema 
nervoso central, representando cerca de 40% dos tumores cerebrais primários, 
classificando-se entre as neoplasias de pior prognóstico [26,27,29]. Um estudo 
realizado (2008) pelo Instituto Nacional do Câncer (INCA), com base em 20 registros 
de câncer de base populacional (RCBP) realizados em diversas regiões do Brasil, 
mostrou que a taxa de incidência de gliomas ajustada por idade (1 a 18 anos) variou 
entre 1 e 194 casos por 1.000.000 de pessoas (1996-2004), sendo o astrocitoma um 
dos mais incidentes. No Distrito Federal, a taxa de incidência de gliomas foi de 44 
por milhão (1999-2002), sendo o astrocitoma o mais frequente [31]. 
O tratamento de gliomas, atualmente, inclui cirurgia, radioterapia e 
quimioterapia usadas individualmente ou combinadas de acordo com o tipo e o grau 
de malignidade. Contudo, o tratamento é muitas vezes paliativo, pois gliomas 
malignos podem ser inoperáveis; comumente requerem doses complementares de 
quimio-radioterapia, que podem causar danos ao tecido nervoso: edema, necrose e 
déficits neurológicos [27,33,34]. A imunoterapia com interferons também é utilizada 
no tratamento de tumores cerebrais malignos. Os interferons constituem uma grande 
família de proteínas com vários papéis fisiológicos, incluindo atividade antiviral, 
antitumoral e imunomodulatória. O imunomodulador interferon gama (IFN-γ) tem a 
capacidade de aumentar a imunogenicidade do tumor, interferir nos mecanismos de 
proliferação celular e inibir a angiogênese [32]. Estudos mostraram que IFN-γ regula 
a expressão de genes envolvidos na resposta imunológica antitumoral em linhagens 
de gliomas de murinos e humanos. Outro estudo revelou que o tratamento 
intratumoral com IFN-γ mediado por vetores de expressão aumentou o recrutamento 
de linfócitos para o sítio de localização do glioma em modelo de camundongo, 
porém não houve aumento na sobrevida do animal [35,36].  
Assim, nas últimas décadas, tais tratamentos têm contribuído de forma 
limitada para a melhora do prognóstico de pacientes com glioma o que desperta o 









Desenvolver protocolo experimental para o tratamento de gliomas, baseado 






i. Selecionar alvos para RNAi e obter estruturas genéticas capazes de silenciar 
hEag1; 
ii. Quantificar os efeitos de silenciamento de hEag1 via siRNA em linhagem 
celular de gliomas; 
iii. Determinar os efeitos de vetores de expressão de shRNA, em uso isolado ou 







A atual pesquisa foi organizada em duas partes experimentais. A primeira 
parte estudou o efeito de RNAi sobre a expressão gênica de hEag1, enquanto a 
segunda, determinou o efeito de RNAi sobre a viabilidade celular de gliomas. 
A primeira parte da pesquisa foi subdividida em três etapas: inicialmente, 
realizou-se um trabalho de bioinformática para análise das sequências de cDNA 
correspondentes ao RNAm de hEag1 e para identificação de sequências alvo para 
RNAi. A estratégia utilizada para escolher o alvo específico de RNAi foi selecionar a 
região codante do gene hEag1, evitando-se alvos situados em regiões que 
apresentassem mutações. Em seguida, as sequências alvo selecionadas foram 
utilizadas na síntese de siRNAs. Na segunda etapa, células de glioma foram 
cultivadas e transfectadas com siRNAs sintéticos estruturados em lipossomas 
catiônicos. Na terceira etapa, o grau de silenciamento de hEag1 foi quantificado por 
PCR em tempo real (RT-qPCR), após extração de amostras de RNA, seguida de 
transcrição reversa. 
A segunda parte do presente trabalho iniciou com a obtenção de vetores de 
expressão de shRNA, utilizados para induzir o mecanismo de interferência nas 
células de glioma. Em seguida, grupos de gliomas foram transfectados com vetores 
de shRNA estruturados em lipossomas catiônicos. Finalmente, foram feitos ensaios 
de MTT, para determinar o efeito de vetores de expressão de shRNA sobre 
viabilidade de gliomas in vitro, em uso isolado ou associados ao IFN-γ. A viabilidade 




Figura 2- Fluxograma dos procedimentos experimentais.  
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3.1 ANÁLISE DE SEQUÊNCIAS DE hEAG1 E IDENTIFICAÇÃO DE ALVOS 
PARA INTERFERÊNCIA DE RNA 
 
 
3.1.1 Obtenção da sequência nucleotídica de Eag1 para posterior 
identificação de alvos de RNAi 
 
 
A sequência de nucleotídeos de cDNA correspondente ao RNAm de Eag1 foi 
obtida no banco de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI), 
com acesso via endereço eletrônico http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez. Foi 
selecionada a sequência NM_172362.2 (Entrez GeneID) para a busca dos alvos de 
RNAi, no seguinte endereço na Internet: 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_172362.2. Estes alvos foram utilizados 
para desenhar as sequências de siRNAs sintéticos e a sequência dos insertos para 
clonagem, conforme descrito a seguir. 
 
 




Os alvos para interferência de RNA sobre hEag1 foram obtidos mediante o 
algoritmo Biopredsi, que se fundamenta em redes neurais artificiais (Huesken et al. 
Nat Biotechnol 23:995-1001, 2005). Para a busca das sequências alvo para RNAi, 
foram considerados os nucleotídeos somente da região codante do RNAm de Eag1, 
neste caso dos exons 1 a 10. 
ETAPA I – Bioinformática e síntese de siRNAs 
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3.1.3 Síntese química de short interfering RNA (siRNAs) 
 
 
Para obtenção de siRNAs, utilizou-se o método descrito a seguir. A partir da 
sequência antisense (siRNA guide strand) obtida no Biopredsi, obteve-se a 
sequência complementar reversa via software disponível em 
http://www.vivo.colostate.edu/molkit/, que corresponde à sequência alvo de RNAi. 
Para obtenção dos overhangs, foram retirados dois nucleotídeos na posição 5´ da 
fita sense e acrescentados dois deoxinucleotídeos de timina na extremidade 3´ da 
mesma. Os siRNAs com maiores escores foram quimicamente sintetizados em 
estrutura de fita dupla, contendo 21 nucleotídeos, pré-anelados, na escala de 20 
nmol/ tubo (QiagenTM). Foram denominados e2_hEag1 e e8_hEag1. Também foi 
adquirido o controle negativo Scramble AllStar (Qiagen) e sintetizado o siRNA 
Kv10.1-3, descrito anteriormente [11]. Para realização do protocolo experimental, 







3.2 CULTURA DE GLIOMAS E TRANSFECÇÃO COM siRNAs SINTÉTICOS 
 
 
Nesta etapa, o intuito foi avaliar o efeito de silenciamento do alvo em questão 
por meio da interferência de RNA. Assim, as células de glioma foram cultivadas pelo 
tempo necessário para atingir-se 50% de confluência. Neste estágio, as células 
foram transfectadas com siRNAs ou vetores de expressão de shRNA. As condições 
de cultivo e o método de transfecção estão descritos a seguir. 
ETAPA II – Cultivo celular e transfecção  
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3.2.1 Cultivo celular de gliomas 
 
 
A linhagem celular de glioma humano utilizada na presente pesquisa foi 
U138MG, adquirida no Banco de Células do Rio de Janeiro- BCRJ. O meio de 
cultura utilizado foi Dulbecco’s Modified Medium + F12 (DMEM/F12 GIBCOTM, cat. 
Nº 12400-024, acrescido de 10% de soro fetal bovino, 1% de GlutamaxTM (cat. Nº 
35050, GIBCOTM) e 1% de solução antibiótica/antimicótica (cat. Nº A5955, Sigma-
AldrishTM). A contagem de células foi feita em Câmara de Neubauer, utilizando-se o 
corante Azul de Tripan (cat. Nº 15250, GIBCOTM). Alíquotas de gliomas, com 
densidade de 5,0 x 105 células foram cultivadas em frascos de cultura (capacidade 
60 mL), em estufa umidificada (Thermo Scientific REVCOTM), a 37ºC e 5% de CO2. 
Os cultivos foram realizados em triplicata. As células foram suspensas utilizando-se 
tripsina/EDTA 0,25% (cat. Nº 25300- GibcoTM), seguida por lavagens com 
Dulbecco’s Phosphate-Buffered Saline (DPBS- GIBCOTM, cat. Nº 21600-010). 
 
 
3.2.2 Transfecção de gliomas em cultura com siRNAs sintéticos 
direcionados a hEag1 
 
 
Para realização dos ensaios e comparação dos efeitos de silenciamento, 
foram estabelecidos três grupos experimentais: controle positivo, controle negativo e 
grupo teste. O primeiro grupo celular foi transfectado com siRNA Kv10.1-3 
direcionado ao alvo 5´–GTCCACTTGGTCCATGTCCAG– 3´de hEag1 [11]. O 
segundo grupo experimental recebeu a sequência controle scramble (AllStars 
negative control QiagenTM). E, finalmente, os gliomas do grupo teste foram 
transfectados com os siRNAs e2_hEag1 ou e8_hEag1, direcionados a sequências 
codificadas nos exons 2 e 8 de hEag1.  
No método de transfecção utilizado, os siRNAs (18,75 nM) foram estruturados 
em lipossomas catiônicos, de acordo com as orientações do fabricante 
(Lipofectamine 2000
TM
 Transfection Reagent Invitrogen
TM
). Os ensaios foram 
realizados em triplicata. As células foram incubadas por 8h pós-transfecção. O 
procedimento operacional padrão (POP) seguido neste ensaio foi desenvolvido pela 
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equipe do Laboratório de Tecnologias para Terapia Gênica e está descrito no anexo 
A (POP 44). Após período de incubação as células foram ressuspendidas por meio 
de tripsinização, conforme POP 43.1 (anexo B). 
A concentração de siRNA utilizada foi estabelecida após a realização de 
ensaio piloto, em que foram testadas três concentrações (18,75 nM, 37,5 nM e 75 
nM), conforme descrito em resultados. Igualmente, o tempo de incubação pós-
transfecção foi determinado em estudo prévio, no qual se observou efeito de 






 3.3 QUANTIFICAÇÃO DO SILENCIAMENTO GÊNICO DE hEAG1  
 
 
 Para fins de quantificação do efeito de silenciamento causado pelos siRNAs, 
foi feita extração de RNA, seguida de transcrição reversa. As amostras de cDNA 
foram então utilizadas na análise de PCR em tempo real. Estes procedimentos estão 
descritos a seguir. 
 
 
3.3.1 Extração de RNA total e análise de sua integridade 
 
 
O RNA total das células foi extraído e purificado utilizando-se o kit comercial 
RNeasyTM Plus mini Kit (cat Nº 74134 QiagenTM), de acordo com as recomendações 
do fabricante (POP 46, anexo C). A integridade das amostras de RNA total foi 
verificada por meio da eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de 
etídio. Esta técnica permitiu ainda estimar visualmente o rendimento da extração de 
RNA, que foi determinado precisamente por fluorimetria (QubitTM InvitrogenTM). A 
qualidade da extração em termos de pureza foi definida pela razão entre as 
concentrações de RNA e de proteína, que deve ser de 1,8 a 2,0 [37]. 
ETAPA III – Silenciamento gênico 
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3.3.2 Síntese do DNA complementar (cDNA) 
 
 
A síntese de cDNA foi realizada por meio de transcrição reversa do RNA. 
Para tal utilizou-se o kit comercial SuperScript
TM 
First-Strand Synthesis System for 
RT-PCR (cat. Nº 18080-051 InvitrogenTM). Na reação, utilizou-se 1500 ng de RNA e 
oligodeoxiribonucleotidios Random Hexamer a 50 µM (cat. Nº 48190-011), seguindo 
o POP 48 do anexo D. Foi feita uma reação controle, sem transcriptase reversa, 
para detectar eventual contaminação da amostra com DNA genômico, o que 
acarretaria consequências na etapa seguinte. 
 
 
3.3.3 PCR em tempo real ou RT-qPCR 
 
 
A técnica de PCR em tempo real foi realizada com o objetivo de quantificar o 
conteúdo relativo de RNAm de hEag1 nos gliomas, permitindo avaliar os efeitos de 
silenciamento gênico causados pelos siRNAs. Para a realização desta técnica, 
foram seguidos os seguintes passos: 
 
 
3.3.3.1 Seleção de primers para amplificação de hEag1 por RT-qPCR 
 
 
 O primer utilizado na técnica de RT-qPCR foi obtido com base em consulta no 
site http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez, de National Center for Biotechnology 
Information– NCBI. A análise foi feita pelo algoritmo BLAST (Basic Local Alignment 
Search Tool) a fim de confirmar a identidade e especificidade dos primers quanto ao 
alvo hEag1. Informações complementares sobre características dos primers foram 
obtidas em Integrated DNA Technologies-IDT (http://www.idtdna.com), via software 
OligoAnalyser 3.1 (http://www.idtdna.com/analyser/Applications/OligoAnalyser/). 
Foram considerados o percentual de guanina (G) e citosina (C), melting temperature 
(Tm), hairpins, self-dimers, heterodímeros, entre outras informações. Assim sendo, 
as características do primer adequadas para esta pesquisa foram: (i) tamanho do 
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amplicon 100 pares de base (bp); (ii) percentuais de G e C próximo a 50%; (iii) 
reduzida complementariedade intramolecular e intermolecular, evitando-se assim 
hairpins, self-dimers e heterodímeros; (iv) reduzida variação nas temperaturas de 
anelamento (∆Tm) entre os primers forward e reverse, preferencialmente próxima de 
1ºC. As sequências dos primers selecionados aparecem descritas na tabela 1. 
 
 
3.3.3.2 Seleção de genes endógenos ou genes de referência 
 
 
A metodologia de RNAi atua sobre vias endógenas do metabolismo celular do 
RNA, portanto é fundamental a inclusão de genes controle endógenos para 
normalizar o nível de RNAm na quantificação relativa e permitir comparação mais 
acurada da expressão gênica. A literatura descreve alguns genes de referência 
convencionalmente utilizados na análise quantitativa de expressão gênica. Porém, a 
expressão destes genes pode variar conforme a linhagem celular, o estado 
patológico e os tratamentos experimentais [38]. Portanto, foi feito um estudo 
comparativo para seleção do gene endógeno mais apropriado para fins da presente 
pesquisa, no qual foram testados experimentalmente sete genes de referência 
(Tabela 2).  
Os critérios de seleção para os genes candidatos foram: (i) similaridade nas 
sequências nucleotídicas das amostras; (ii) resistência às condições experimentais, 
ou seja, estabilidade na expressão e; (iii) possibilidade de utilização em RT-qPCR 
nas mesmas condições admitidas para o gene alvo [39]. Após realização de ensaios 
de RT-qPCR, selecionou-se aquele mais adequado aos critérios citados. Neste 
sentido, optou-se por utilizar o gene controle endógeno denominado Poly(A) 
polymerase alpha (PAPOLA), cuja função biológica é a poliadenilação de RNAm. As 















Tabela 2- Genes endógenos testados na quantificação relativa da expressão gênica 
de hEag1 
Sigla Nomenclatura 
GAPDH Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase 
ACTB Beta-actina 
hTfR Tranferrina humano 
TBP Proteína de ligação ao TATA Box 
CUL1 Proteína culina 1 
GPBP1 Proteína de ligação de promotor rico em GC 1 
PAPOLA Polimerase Poly(A) alfa 
 
 
3.3.3.3 Quantificação do Conteúdo Relativo de RNAm de hEag1 por RT-qPCR 
 
 
 O conteúdo relativo de RNAm de hEag1 foi quantificado por RT-qPCR, 
levando-se em consideração a padronização inicial do método. Foi utilizado 
termociclador 7500 Fast Real-Time PCR (Applied BiosystemsTM), com ensaios 
realizados em triplicata. 




Weber et al., 
2006 
PAPOLA 
Forward: 5’- GCTACGAAGACCAGTCCATTG-3’ 
Reverse: 5’-TGTTGGTCACAGATGCTGCT-3’ 




 A solução de amplificação para cada triplicata continha: 15,0 µL de SYBRTM 
Green master mix (Applied SystemsTM); 6,0 µL de cDNA sintetizados na transcrição 
reversa; 2,4 µL de primer na concentração 10 pmol/ µL; água mili-Q q.s.p 30 µL. Em 
cada poço da placa foram introduzidos 10,0 µL da solução descrita. A amplificação 
ocorreu sob as seguintes condições: desnaturação inicial a 95ºC por 5 minutos, 
seguida de 40 ciclos de amplificação (desnaturação a 95ºC por 1 minuto, 
anelamento e extensão a 60ºC por 1 minuto). O primer testado para quantificação do 
RNAm de hEag1 foi hEag1hum. Para amplificação do gene controle endógeno 
utilizou-se o primer PAPOLA (Tabela 1). 
 
 
PARTE II — Viabilidade Celular 
 
 
Nesta etapa, o presente estudo buscou determinar o efeito da RNAi sobre a 
viabilidade celular de gliomas. O mecanismo de interferência foi induzido por vetores 
de expressão de shRNA. O uso de vetores de shRNA permite estudos de 
interferência por tempo mais prolongado, já que siRNAs sintéticos são alvos de 
degradação por enzimas no citoplasma. Além disso, grupos de células transfectadas 
com vetores de shRNA foram tratadas, simultaneamente, com agente 
imunomodulador IFN-γ, utilizado em alguns protocolos de quimioterapia do câncer e 




 3.4 DETERMINAÇÃO DA VIABILIDADE CELULAR DE GLIOMAS POR 
ENSAIO COM MTT 
 
 
3.4.1 Grupos experimentais 
 
 
 Os efeitos da interferência de RNA sobre a viabilidade celular de gliomas 
foram estudados utilizando-se vetores de expressão de short hairpin RNA (shRNA), 
descritos a seguir. Assim, insertos foram clonados em DNA plasmidial, gerando dois 
construtos, devidamente denominados pKv10.1-3hum_LI e pScramble, de acordo 
com a sequência. A primeira direcionada ao alvo 5´–
GTCCACTTGGTCCATGTCCAG– 3´ de hEag1 e, a segunda, refere-se ao controle 
negativo. Além dos vetores plasmidiais, um grupo de gliomas foi tratado com 
interferon gama (IFN-γ). Assim, para a análise da viabilidade celular por ensaios 
colorimétricos de MTT, os gliomas foram divididos em duas categorias e organizados 
em seis grupos experimentais. 
 
1) Gliomas somente transfectados com vetores de shRNA (0,2 µg) estruturados 
em lipofectamina 
I. células não-transfectadas 
II. células trasfectadas com pScramble  
III. células trasfectadas com pKv10.1-3hum_LI  
 
2) Gliomas tratados com interferon gama – IFN-γ (25 ng/mL) e transfectados com 
vetores de expressão de shRNA (0,2 µg) simultaneamente 
IV. células tratadas com IFN-γ 
V. células tratadas com IFN-γ e transfectadas com pScramble 
VI. células tratadas com IFN-γ e transfectadas com pKv10.1-3hum_LI 
 
 O processo de obtenção dos vetores de expressão (pKv10.1hum_LI e 
pScramble) e o ensaio de MTT aparecem descritos a seguir 
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3.4.2 Obtenção de vetores de expressão de short hairpin (shRNA) 
 
 
 Para obtenção de vetores de expressão de shRNAs, foram desenhados e 
sintetizados insertos para clonagem no vetor pSilencer 3.1 H1 neo, na forma de fitas 
simples de desoxiribonucleotídeos denominadas de top e bottom. As sequências 
estão sendo patenteadas junto ao INPI, por isso não são descritas neste texto.  
 Quando tranfectados em células de mamíferos, estes vetores são capazes de 
expressar grampos de RNAs interferentes (short hairpins RNAs, shRNAs) 
direcionados à mesma sequência alvo da estrutura siRNA Kv10.1-3, previamente 
testada. O inserto para clonagem contém os seguintes componentes: (i) sítios de 
restrição BamHI e HindIII nas extremidades das sequências gênicas top e bottom, 
para fins de clonagem em vetor de expressão; (ii) sequência para expressão de 
hairpins de RNA, composta de até 65 nucleotídeos, assim distribuídos: uma fita 
sense com 19 nucleotídeos, seguida de alça de 2 ou de 9 nucleotídeos não-
pareados, seguida de fita antisense ou guide, seguida de dois nucleotídeos de timina 
não-pareados para o overhang, seguida de 4 nucleotídeos de timina para 
terminação da transcrição, com a presença ou com a ausência de dois nucleotídeos 
de guanina e dois de adenina, para melhorar a eficácia de interferência de RNA. A 
clonagem foi realizada de acordo com recomendações do fabricante, que incluiu pré-
anelamento das fitas top e bottom e ligação no vetor pSilencer 3.1-H1 neo pré-
digerido. Os construtos foram devidamente designados pKv10.1-3hum_LI e 
pScramble, de acordo com a sequência. 
 O isolamento e purificação dos plasmídeos foram realizados, utilizando-se kit 
comercial EndoFree® Plasmid Mega kit (cat. Nº 12381), seguindo as 
recomendações do fabricante (anexo E). 
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3.4.3 Estudo do efeito do vetor de expressão de shRNA sobre a 
viabilidade de gliomas 
 
 
 Os efeitos dos vetores sobre a viabilidade celular do glioma in vitro, testados 
isoladamente ou combinados com IFN-γ, foram determinados por ensaios de MTT. 
Este ensaio baseia-se na redução do sal tetrazolato ou MTT (3- (4,5 dimetiltiazol-
2yl)-2-5-difenil-2H tetrazolato de bromo) ao composto formazan, pela enzima 
hidrogenase succínica mitocondrial. Esta reação confere ao meio uma coloração 
violácea, cuja intensidade é medida por espectrofotometria. O cultivo celular foi 
realizado em placas de 96 poços, contendo 1,0 x 104 células/poço em 200 µL de 
meio de cultura. As células foram tratadas com IFN-γ e/ou vetor de expressão, 
conforme os seis grupos experimentais descritos anteriormente em 3.4.1. Após 
tratamento e/ou transfecção, as células foram incubadas por um período de 24 
horas. Então, foram adicionados 15 µL de MTT (0,5 mg/mL) em cada poço e a placa 
foi mantida em estufa 37ºC e 5% de CO2 durante três horas. Após este período, 
adicionou-se aos poços 150 µL de solução de dimetilsulfóxido (DMSO). Em seguida, 
a redução do MTT foi mensurada em espectrofotômetro (595 nm) – Molecular 
Devices Spectra Max M2. Os ensaios foram realizados em triplicata e calculou-se a 






 O presente estudo desenvolveu uma metodologia para regulação da 
expressão gênica do canal de potássio dependente de voltagem hEag1, baseada na 
biotecnologia da interferência de RNA. Foram identificados e testados dois alvos 
direcionados à sequência de RNAm codificada pelo gene hEag1. Os resultados 
experimentais de cada etapa desenvolvida no estudo estão descritas a seguir. 
 
 
 4.1 IDENTIFICAÇÃO DAS SEQUÊNCIAS ALVO 
 
 
 O estudo de bioinformática permitiu a identificação de 25 sequências 
direcionadas ao alvo hEag1, cujos escores variaram de 0,82 a 0,87. Estas 
sequências foram utilizadas para a síntese das estruturas de siRNAs, dentre as 
quais duas tiveram sua eficácia de silenciamento gênico testadas no presente 
trabalho. Estas sequências estão sendo patenteadas no momento, razão pela qual 
não são descritas explicitamente nesta dissertação.  
 
 
 4.2 EFICIÊNCIA NA EXTRAÇÃO DE RNA E TRANSCRIÇÃO REVERSA 
 
 
 As etapas de cultivo celular e transfecção foram devidamente realizadas 
conforme procedimento operacional padrão desenvolvido pelo grupo de pesquisa do 
Laboratório Tecnologias para Terapia Gênica, possibilitando condições necessárias 
para realização dos testes de silenciamento da expressão gênica do hEag1 em 
gliomas. 
 A extração de RNA total por meio de kit comercial (RNeasy
TM
 Plus mini Kit 
QiagenTM) gerou rendimentos de até 1 µg/µL o que permitiu iniciar a transcrição 
reversa com 1500 ng de RNA em cada reação. 
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 A integridade da molécula e a estimativa da concentração das amostras de 
RNA foram consideradas satisfatórias, de acordo com a visualização das bandas de 
RNA ribossomal 18S e 28S, bem como a ausência de rastro de degradação. 
 Na transcrição reversa, foi utilizado primer Random Hexamer (InvitrogenTM ) e 
houve amplificação de hEag1 por qPCR. Além disso, os controles negativos 
(reações realizadas na ausência da enzima transcriptase reversa) mostraram 
amplificações tardias, o que indica baixa ou nenhuma contaminação por DNA 
genômico nas amostras de RNA amplificadas. 
 
 
 4.3 SILENCIAMENTO DE hEAG1 VIA siRNAs SINTÉTICOS 
 
 
 Um ensaio piloto (n=1) foi realizado no Laboratório de Tecnologias para 
Terapia Gênica para determinar dose e o tempo de transfecção ideais para o 
silenciamento de hEag1. 
Assim, células de glioma (U251MG) foram incubadas com siRNA Kv10.1-3, 
em três dosagens distintas: 18,75 nM, 37 nM ou 75 nM, por um período de 4h, 8h ou 
48h. A redução relativa do conteúdo de RNAm induzida pela estrutura foi, então, 
mensurada por PCR em tempo real. Após 4h de transfecção já foi possível identificar 
redução no conteúdo relativo de RNAm do hEag1. Contudo, este efeito foi mais 
acentuado no tempo de 8h, seguido por início da recuperação dos níveis de RNAm 
no tempo de 48h (Figura 3A). O resultado observado corrobora uma pesquisa 
realizada por Weber e colaboradores (2006), na qual diferentes linhagens tumorais 
tiveram os níveis de RNAm do hEag1 diminuídos por siRNA Kv10.1-3 mais 
efetivamente no tempo de 8h pós-transfecção. Portanto, o período de 8h foi o tempo 
de transfecção adotado para os ensaios realizados na presente pesquisa.  
 Em relação ao efeito da concentração de siRNA, observou-se que a dose 
mais baixa de siRNA (18,75 nM) mostrou o maior grau de redução no conteúdo 
relativo de RNAm de Eag1, após 8h de transfecção, conforme figura 3B. Portanto, 
nos ensaios realizados na presente pesquisa foram utilizadas concentrações de 






Figura 3- Efeito do siRNA Kv10.1-3 sobre o conteúdo de hEag1 (n=1). A) Variação temporal do efeito 
da estrutura siRNA Kv 10.1-3 sobre o conteúdo de RNAm de hEag1 em gliomas in vitro nos tempos 
4h, 8h ou 48h pós-transfecção. Culturas de glioma humano (U251MG) foram trasfectadas com siRNA 
(37,5 nM) estruturado em lipossomas catiônicos e incubadas por 4h, 8h ou 48h. B) Efeito da dose do 
siRNA Kv 10.1-3 sobre o conteúdo de RNAm de hEag1 em gliomas in vitro. Culturas de glioma 
humano foram trasfectadas com siRNA nas concentrações: 18,75 nM, 37,5 nM ou 75 nM, 
estruturados em lipossomas catiônicos e incubadas por 8h. Os níveis de RNAm de hEag1 foram 





 Assim sendo, as novas estruturas e8_hEag1 e e2_hEag1, foram testadas nas 
seguintes condições experimentais (n=3): tempo de transfecção de 8h e 18,75 nM 
de siRNA. 
 A análise por RT-qPCR mostrou que o siRNA Kv10.1-3, citado na literatura 
[11], reduziu o conteúdo de RNAm do referido alvo em linhagem de gliomas, 
indicando um efeito de silenciamento gênico ainda não descrito para esta linhagem 
celular. O conteúdo de RNAm de Eag1 foi reduzido de 1,00 (controle negativo) para 
0,75 (Figura 4).  
 As duas estruturas em teste na atual pesquisa, e8_hEag1 e e2_hEag1, 
também foram capazes de produzir efeito de silenciamento gênico de hEag1 em 
células de gliomas. A análise quantitativa mostrou que as estruturas e8_hEag1 e 




 A análise estatística (n=3) mostrou diferença significativa entre os resultados 
obtidos para ambos os testes e o siRNA Kv10.1-3, utilizado neste trabalho como 
controle positivo. Este dado mostra que as sequências alvo propostas produzem 
efeito de interferência sobre a expressão do gene hEag1 mais acentuado do que a 
sequência referência Kv10.1-3, conforme apresentado na figura 4. 
 
 
Figura 4- Redução do conteúdo relativo de RNAm de Eag1 em glioma, via siRNAs Kv10.1-3, 
e8_hEag1 ou e2_hEag1 (n=3). Efeitos das estruturas sobre o conteúdo de RNAm de Eag1 no 
tempo de 8h. Culturas de glioma humano da linhagem U138MG foram transfectadas com os siRNAs 
estruturados em lipossomas catiônicos (18,75 nM). Os níveis de Eag1 foram determinados por RT-
qPCR, em triplicata, e expressos pelo método da quantificação relativa (2
-ΔΔCT
). A estrutura siRNA 
Kv10.1-3, utilizada como controle positivo de silenciamento gênico, foi direcionada ao alvo 5´- 
GTCCACTTGGTCCATGTCCAG – 3´ (Weber et al. J. Biol. Chem. 281:13033-37, 2006). * - diferença 
significativa (p<0,05, ANOVA oneway seguido do teste de Tukey). 
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 4.4 REDUÇÃO DA VIABILIDADE CELULAR DE GLIOMAS POR VETOR DE 
EXPRESSÃO DE SHORT HAIRPIN DE RNA (shRNA)  
 
 
 Os constructos pKv10.1-3hum_LI e pScramble, contendo as respectivas 
sequências alvo e controle, foram capazes de produzir alterações fenotípicas sobre 
a viabilidade celular de gliomas (U138MG) em cultura. Estes vetores de expressão 
ainda potencializaram o efeito do imunomodulador IFN-γ.  
 Na categoria 1, em que gliomas foram tratados somente com vetores 
plasmidiais, observou-se que o vetor pKv10.1-3hum_LI (grupo III) reduziu a 
viabilidade celular em 16%, enquanto o controle pScramble (grupo II) mostrou efeito 
de redução de apenas 10,4%. Este dado sugere efeito sobre o fenótipo celular 
causado por shRNA direcionado ao alvo de hEag1(Figura 5). 
 Na categoria 2, o grupo de gliomas tratado apenas com IFN-γ (grupo IV) teve 
redução na viabilidade celular de 11,4%, enquanto as células tratadas com IFN-γ e 
vetor pKv10.1-3hum_LI (grupo VI) tiveram sua viabilidade reduzida em 40,4% 
(p<0,05). Este dado sugere que a ação da citocina IFN-γ foi potencializada pelo 
vetor de expressão pKv10.1-3hum_LI. Este efeito sinérgico não foi observado no 
grupo V (17%) – tratado com IFN-γ e vetor pScramble – sugerindo que o efeito é 
sequência-específico (Figura 5). 
 Comparando-se as duas categorias, o uso isolado do vetor pKv10.1-3hum_LI 
(grupo III) produziu 16% de redução na viabilidade dos gliomas, enquanto, 
associado com IFN-γ (grupo VI), reduziu em 40,4% (p<0,05) (Figura 5). Igualmente, 
o tratamento dos gliomas com IFN-γ isoladamente (grupo IV) teve menor efeito 
sobre a viabilidade celular (11,4%) em comparação ao tratamento combinado com 



















Figura 5- Efeitos de tratamentos com pKv10.1-3hum_LI (0,2 µg) e/ou interferon gama (IFN-γ, 25 
ng/mL) sobre a viabilidade de gliomas em cultura (n=7). O vetor foi estruturado em lipossomas 
catiônicos (Lipofectamine 2000™), sendo a viabilidade celular determinada pelo método de MTT 
em três ensaios independentes, no tempo de 24h. A viabilidade está expressa como percentual 
em relação aos valores de absorbância observados no grupo controle não tratado. * - diferença 






 Diversos estudos relacionam os canais de potássio com a proliferação de 
células tumorais [1,10,40,41]. Entre eles, destaca-se o canal de potássio dependente 
de voltagem Eag1. A participação do canal hEag1 na formação e proliferação de 
tumores foi proposta com base em resultados experimentais in vitro e in vivo, em 
que se observou ampla distribuição e expressão do referido canal em diferentes 
linhagens de células tumorais [11]. Contudo, neste trabalho não foram incluídas 
linhagens de glioma, modelo de estudo da presente pesquisa, apesar de hEag1 ser 
expresso neste tipo de célula tumoral [45].  
Glioma é o tipo de tumor maligno mais frequente e mais resistente ao 
tratamento antineoplásico convencional [17,30]. A busca por opções terapêuticas, 
evidências de relação entre hEag1 e neoplasias e a escassez de estudos sobre seu 
papel no desenvolvimento de gliomas motivaram o desenvolvimento da atual 
pesquisa. Os resultados deste trabalho mostram que a RNAi sobre hEag1 é uma 
estratégica terapêutica potencial.  
A principal característica de hEag1 é sua restrita distribuição e expressão em 
células normais não neurais, o que sugere este canal como um marcador tumoral e 
um potencial alvo terapêutico para câncer [11,44,46]. A superexpressão do hEag1 
geralmente não é o evento desencadeador da tumorigênese, mas sim um processo 
que ocorre durante o desenvolvimento do tumor [1,47]. Nossos resultados 
corroboram esta proposta, pois o silenciamento de hEag1 reduziu a viabilidade 
celular de gliomas. 
Muitos estudos acerca da função oncogênica de hEag1 têm sido realizados 
para elucidar a sua participação na proliferação celular. Sendo o hEag1 um canal 
iônico, seria plausível pensar que a permeabilidade celular ao íon potássio (K+) fosse 
fator determinante para a progressão de um tumor. Entretanto, tal evidência não foi 
observada, sugerindo que o potencial carcinogênico do Eag1 se processa por 
mecanismos complementares [1,3,4,7]. Pesquisas sugerem alguma interação entre 
Eag1 e vias de sinalização, que conhecidamente estão relacionadas ao crescimento 
de tumores. A atividade do canal Eag1 pode ser estimulada por fatores etiológicos 
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associados ao câncer, como estradiol e o papilomavírus humano (HPV) [9]. 
Evidências mostram que, no estado de hipóxia celular, a expressão de hEag1 induz 
a transcrição de fatores induzidos por hipóxia. Tais fatores, por sua vez, induzem a 
expressão de oncogenes relacionados com crescimento celular e angiogênese, 
processos presentes em células neoplásicas [7,46]. Outra evidência é a alteração da 
atividade eletrofisiológica do canal hEag1 mediada por íons cálcio intracelular, 
sugerindo uma possível modulação do canal e sua relação com vias de sinalização 
dependentes de cálcio, íon que tem função regulatória no ciclo celular [2,4,5]. 
 Considerando que hEag1 tem papel no crescimento tumoral, uma alternativa 
terapêutica poderia ser o desenvolvimento de compostos quimioterápicos que 
pudessem bloquear o referido canal, já que sua expressão é pouco evidenciada em 
tecidos normais fora do sistema nervoso central. Entretanto, não há fármacos 
inibidores específicos para Eag1 disponíveis [3,11]. Alguns trabalhos testando 
moléculas inespecíficas e não seletivas que modulam canais de potássio, como a 
imipramina e o astemizol, mostraram eficácia na inibição da atividade do hEag1, 
diminuindo o potencial proliferativo de células em melanomas e em carcinoma 
colorretal [5,9]. O calcitriol, importante metabólito da vitamina D, também foi sugerido 
como um agente inibidor da expressão de hEag1 em células de tumor mamário [12]. 
No entanto, a semelhança estrutural entre os membros do grupo de canais de 
potássio dependentes de voltagem, especialmente entre os membros da família 
Eag, não viabiliza o uso destas drogas na terapia anti-Eag1 devido à 
inespecificidade da ação bloqueadora [3]. No trabalho de Weber et al.(2006), siRNAs 
direcionados a hEAg1 não provocaram efeito de silenciamento sobre hEag2, o que 
sugere especificidade da terapia via RNAi. 
Anticorpos monoclonais também representam uma estratégia para gerar 
inibidores mais seletivos contra canais de membrana, permitindo a distinção 
específica de um antígeno do seu homólogo. O primeiro anticorpo funcional anti-
Eag1 desenhado e testado por Pardo e colaboradores (2008) reduziu eficiente e 
seletivamente o fluxo de íon K+ através do canal. Embora o anticorpo administrado 
via parental tenha diminuído o crescimento tumoral em dois modelos diferentes, o 
efeito foi moderado e também não se observou inibição em todas as linhagens 
celulares testadas [1]. 
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 Portanto, a seletividade é um requisito crucial para terapia anti-Eag1 e a falta 
de bloqueadores específicos dificulta a análise funcional desta proteína, em células 
neuronais e neoplásicas. Neste contexto, a tecnologia do RNA interferente permite 
não apenas o estudo da função fisiológica do canal Eag1, mas também a 
caracterização do seu potencial uso na terapia do câncer, incluindo-se os gliomas 
[11]. Atualmente, é possível encontrar na literatura diversos trabalhos sobre terapia 
gênica via RNAi para neoplasias [17,19,32] porém nenhum menciona o uso de 
siRNAs sintéticos direcionados ao canal hEag1, visando a terapia de gliomas, 
objetivo do atual estudo.  
 A atual pesquisa mostrou que siRNAs sintetizados e especificamente 
direcionados para hEag1 foram eficientes no silenciamento pós-transcricional do 
respectivo gene, em linhagem de glioma. Porém, a eficiência de ação, ou seja, a 
intensidade e a duração do efeito de interferência induzido pelo siRNA depende de 
alguns fatores [49,50]. Existe relação entre o efeito de silenciamento e a 
concentração de siRNA. Elevadas concentrações de siRNA podem interferir na 
atividade específica do complexo enzimático RISC, que leva à degradação do 
RNAm. Portanto, recomenda-se o uso de concentrações mínimas de siRNA para 
produzir o máximo de efeito de silenciamento, evitar respostas inespecíficas e 
eliminar possíveis efeitos tóxicos causados por excesso de siRNA no citoplasma 
[50,51,52,53]. Baseado neste conceito e na análise da curva dose-resposta, gerada 
experimentalmente na presente pesquisa, foi escolhida a concentração de siRNA 
equivalente a 18,75 nM para a execução dos ensaios. Doses superiores (37,5 nM e 
75 nM) também mostraram silenciamento gênico, mas em menor escala, 
possivelmente em função da saturação da maquinaria de interferência. A dosagem 
de siRNA utilizada no presente estudo foi ligeiramente inferior aos valores de 
concentração usados em outras investigações [11,51]. Deve-se considerar que cada 
linhagem celular possui limitação própria da maquinaria de interferência de RNA e 
as sequências de siRNA têm capacidade de silenciamento variável [49,50].
 Alguns fatores que interferem na intensidade do silenciamento induzido pelo 
siRNA podem ser controladas otimizando-se certas condições no método de 
transfecção. O tempo da transfecção é o período em que a célula é exposta à 
estrutura de interferência, sendo este tempo, portanto, um fator diretamente 
determinante no grau de silenciamento esperado. A atual pesquisa acompanhou a 
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variação temporal do efeito de siRNAs e constatou que, após um curto período de 
exposição (4h), já é possível observar diminuição no conteúdo de RNAm de hEag1. 
Esta redução é mais acentuada no tempo de 8h pós-transfecção e, após um período 
de 48h, observou-se recuperação gradativa dos níveis de RNAm, possivelmente 
devido à perda de funcionalidade do siRNA por ação das enzimas de degradação. 
[47]. Estudo anterior também mostra pico de silenciamento após 8h de transfecção, 
seguida de recuperação gradativa dos níveis de RNAm [11]. 
 A sequência de siRNA Kv10.1-3 foi escolhida como controle positivo, pois 
esta estrutura mostrou-se eficaz na regulação pós-transcricional do gene hEag1 em 
diversas linhagens tumorais [11]. O presente trabalho demonstrou a capacidade 
desta estrutura de interferir na síntese do hEag1 também em células de glioma e, 
ainda, sugere outras duas novas sequências alvo (e2_hEag1 e e8_hEag). As 
estruturas propostas mostraram maior eficácia na redução do conteúdo relativo de 
RNAm hEag1 comparado ao controle positivo. Este dado sugere, portanto, que os 
siRNAs sintéticos testados, direcionados para hEag1, provocam efeitos sobre a 
expressão do respectivo gene. O uso de múltiplos siRNAs funcionais, direcionados 
ao mesmo gene, é uma estratégia para confirmar o efeito de silenciamento que 
ocorre, porém, em graus de intensidade diferentes de acordo com o alvo [53,54]. A 
variação nos níveis de intensidade dos efeitos observados pode ser devido à 
diferença nas sequências das estruturas, que lhes conferem propriedades 
termodinâmicas e estabilidade distintas [11,52]. Assim, dentre as estruturas testadas 
experimentalmente, os siRNAs e2_hEag e e8_hEag1 podem ser propostos como 
potenciais sequências alvo para o silenciamento do gene hEag1, tendo apresentado 
resultados superiores em relação ao siRNA Kv10.1-3, em linhagem de glioma. 
Destaca-se que, como as duas sequências ainda não foram publicadas, são objetos 
de patente e exploração comercial. 
 A proliferação celular e a apoptose são dois processos celulares 
paralelamente regulados por canais iônicos. A variação no volume da célula durante 
a divisão celular requer o transporte de íons através dos canais de membrana, 
incluindo os canais de K+ [53]. Considerando que a participação do canal hEag1 no 
crescimento e proliferação de diversos tipos celulares já está bem documentada 
[40,41,43,44,45], avaliou-se na presente pesquisa o efeito da interferência de RNA, 
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mediada por vetores de expressão de shRNA, sobre o fenótipo celular, ou seja, se a 
RNAi reduziria a viabilidade das células de glioma. 
 Nos estudos sobre a viabilidade celular, foram utilizados vetores de expressão 
de shRNA, pois o controle da expressão gênica mediada por estruturas de siRNA é 
temporariamente limitada em células de cultura [54], dado inclusive observado em 
estudos anteriores do próprio grupo de pesquisa do Laboratório de Tecnologias para 
Terapia Gênica. Assim, o construto pKv10.1-3hum_LI foi testado em combinação 
com o agente pró-apoptótico IFN-γ, fármaco utilizado em alguns protocolos de 
quimioterapia do câncer e com forte potencial de uso no tratamento do glioma e de 
outros tumores cerebrais malignos [56,57]. O efeito combinado de pKv10.1-3hum_LI 
e IFN-γ reduziu em 40% a viabilidade celular do glioma. A ação sinérgica dos dois 
fatores pode ser devido à atuação do IFN-γ no ciclo e crescimento celulares, 
mediante controle da transcrição gênica, regulando mais de 200 genes alvo [58]. No 
sentido terapêutico, os interferons, incluindo IFN-γ, possuem propriedades 
antitumorais que permitem o seu emprego no tratamento de diferentes tipos de 
tumores malignos, frequentemente combinados a agentes quimioterápicos 
[59,60,61]. Um estudo mostrou que a utilização combinada de IFN-γ e da 
interferência de RNA sobre o gene da transcriptase reversa da telomerase – 
relacionada com a invasão celular e proliferação de tumores – foi capaz de reduzir 
em até 80% a proliferação tumoral de gliomas [62]. Portanto, IFN-γ coloca-se como 
alternativa promissora para a imunoterapia de tumores cerebrais [56,57], objeto do 
atual estudo. Dentre os efeitos observados, os IFNs apresentam papel relevante nos 
eventos apoptóticos tumorais [63,64], havendo evidências de que o IFN-γ aumente a 
suscetibilidade das células cancerosas à apoptose [65,66].  
 Em síntese, a atual pesquisa fornece importante contribuição para o potencial 
uso da RNAi sobre hEag1 no tratamento do câncer, particularmente de gliomas, 
podendo contribuir para estudos futuros acerca da função específica deste canal no 
sistema nervoso central, que ainda permanece indefinida, e no desenvolvimento de 
tumores. 
 Novas investigações poderão avaliar, por meio de estudos de 
imunocitoquímica, os possíveis efeitos das duas sequências propostas nesta 
pesquisa sobre os níveis da proteína hEag1. A confecção de vetores de expressão 
de shRNA com as referidas sequências alvo também permitirão estudos 
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complementares acerca da regulação da expressão do gene hEag1 in vitro, e sobre 
efeitos terapêuticos em modelos animais. Poderão ser desenvolvidas nanoestruturas 
para carrear efetivamente siRNAs ou vetores de expressão através da barreira 






 Os resultados deste trabalho permitem concluir que: 
 O canal de potássio hEag1 tem participação na manutenção da viabilidade 
celular, tendo em vista que o silenciamento gênico afetou o fenótipo das 
células de glioma. 
 O siRNA Kv10.1-3 é capaz de causar efeito de interferência de RNA sobre 
hEag1 também na linhagem celular de glioma. 
 As estruturas de siRNAs sintéticos (e8_hEag1 e e2_hEag1) são capazes de 
causar interferência de RNA sobre hEag1  
 Os efeitos de silenciamento causados pelos siRNAs e8_hEag1 e e2_hEag1 
são maiores do que aquele produzido pelo siRNA Kv.10.1-3, mostrando o 
valor preditivo do algoritmo utilizado no presente estudo para identificação de 
alvos de RNAi. 
 O vetor de expressão pKv10.1-3hum_LI proposto nesta pesquisa reduz a 
viabilidade celular do glioma, podendo ser associado ao agente 
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